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 序   ：  
真核生物では、ヒストン修飾は遺伝子発現を制御しており、その機能に応じた特
徴的なパターンが見られる。例えば、H3K4me3、H3K9ac、 H3K27ac などはプロモータ
ーにおいて転写開始を活性化しており、転写領域では H3K36me3や H3K79me2 が転写伸
長を補助している。一方で、ヘテロクロマチンなどの転写の抑制領域では H3K27me3 や
H3K9me3などのマークが見られる。通常、遺伝子発現活性化マークと抑制マークは排他的
に存在するが、胚性幹細胞の発生遺伝子のプロモーターには H3K27me3とH3K4me3が認
められ、bivalentクロマチンと呼ばれている。 
テロメアは染色体の末端領域のことで、二本鎖 DNA修復機構による染色体融合防
ぐとともに、DNA複製によって生じる DNAの喪失から遺伝情報を守る役割を担っている。
テロメアはTTAGGGリピート配列を持ち、転写抑制マークであるH3K9me3やH4K20me3
が局在している。これらのヒストン修飾はテロメアにとって重要な役割を担っており、
H3K9me3やH4K20me3のヒストンメチル基転移酵素をノックアウトするとテロメア長や
組換え率に異常が起きる。これまでテロメアやその隣のサブテロメアでは転写抑制マーク
が存在することから転写は起きないと考えられていたが、近年 TERRA と呼ばれる
UUAGGGリピートを含んだ長鎖ノンコーディング RNAが転写され、テロメアにおけるヘ
テロクロマチン形成に関与しているということが明らかになった。TERRAがどのようにし
てヘテロクロマチン領域で転写を行っているのかは興味深い問題であり、これまでに研究
がされてきた。特に TelBam3.4と呼ばれる、X/Y染色体の長腕末端領域は TERRA の発現
機構の研究に用いられており、CpG アイランドの DNA メチル化や転写因子である CTCF
の結合が TERRA を制御していることが示されてきた。しかしながら、どのようなヒスト
ン修飾が存在し、TERRAの発現に必要となるかは不明であった。この理由にはテロメアの
ような反復配列では染色体ごとの判別が困難であることがあげられる。 
今回、私は独自のリファレンスゲノムと次世代シーケンサーのデータにより、複
数の染色体末端の TERRA コード領域(TERRA locus と呼ぶ)を一まとめにして解析した。
これにより、TERRA の正確な転写開始点(TSS)を決め、プロモーターやテロメアには転写
の活性化にかかわるヒストン修飾が存在することが明らかとなった。さらに、これらの修
飾は TERRA の発現と相関することも発見した。これらの発見は TERRA の発現制御機構
を理解するうえで重要なステップとなると考えられる。 
 
 
実験方法： 
カスタムリファレンスゲノムの作製 
TelBam3.4 配列は NCBI (GenBank ID: M57752.1)より入手した。ヒトゲノム
hg19 内の TelBam3.4 様の配列を BLAT プログラムにより特定し、スコアの高い上位 7 つ
の領域をNでマスクした。マスクした hg19と TelBam3.4を組み合わせた配列をカスタム
リファレンスゲノムとした。 
 
トランスクリプトームデータの解析 
CAGE、RNA-Seqは全細胞のpoly(A)+フラクションのRNAのデータで、ENCODE
より入手した。 
CAGEの解析には、CAGEタグ内のリンカー及び EcoP15i認識配列（CAGCAG）
を FASTX-toolkit で削除し、rRNAdust プログラムで rRNA 由来の配列を除去後、残りの
配列を BWA-backtrack 0.7.9でカスタムリファレンスゲノムへマッピングした。CAGEリ
ードの 5’末端の頻度を調べ、Integrative Genomic Viewer (IGV) にて表示した。 
RNA-Seq は読み取った配列をカスタムリファレンスゲノムへ bowtie2 2.1.0 でマ
ッピングし、IGVで表示した。遺伝子発現解析には、GENCODE v19の遺伝子アノテーシ
ョンファイルに TERRA エクソンのアノテーションを加えた改変アノテーションファイル
を使用した。改変アノテーションファイル内のエクソン領域と重なる位置にマッピングさ
れた配列数を GenomicRanges（Rパッケージ）にてカウントし、発現レベルの生データと
した。その後 RPKMとして正規化した。 
 
プロモーター、転写領域、セントロメアの定義 
プロモーターは TSSから上流 300 bp と下流 100 bpとし、転写領域は TSSの下
流 100 bpから転写終了点までとした。ユークロマチンの TSS、転写終了点は GENCODE 
v19 の遺伝子モデルに従ってプロモーターと転写領域を決め、RNA-Seq データより発現レ
ベルを高 (RPKM >= 1)、 中 (0 < RPKM < 1)、低 (RPKM = 0)に分類した。TERRA の
TSSは CAGEによって観察された最も下流の TERRAの TSSを基準とした。TERRA の転
写領域は Pre-telomere（TERRAプロモーターとテロメアの間の領域； 3060 – 3400 bp)
とテロメア領域に分けた。テロメア領域はさらに TTAGGGリピートの密度に応じてテロメ
アリピートプアとリッチに分けた（それぞれ 3400 – 3839 bp と 3839 – 4408 bp）。αサテ
ライトとサテライト IIIは UCSC Genome Broweserの RepeatMaskerの定義に従った。 
 
ChIP－Seqの解析と集積度合の計算 
ChIP-Seqは ENCODEが公開しているデータを使用し、カスタムリファレンスゲ
ノムへ BWA-backtrack 0.7.9 にてマッピングした。ヒストン修飾の集積度合は目的の領域
にマッピングされた配列の割合として計算し、その後インプットの割合によって正規化し
た。P値はフィッシャーの正確確率検定にて計算した。 
 
H3K27ac_longの ChIP-Seq 
ChIPは過去に報告された手法に以下の改変を加えて行った。(1) 6 x 106の細胞を
1%ホルムアルデヒドを含む PBSにて 5分間固定、 (2) LB3を SDS lysis bufferへ変更、(3) 
クロマチンはコバリス S220で 200 – 500 bpになるように切断、(4) 免疫沈降には 6 ugの
抗 H3K27ac抗体を使用、(5) 沈降後の洗浄では wash buffer Iで 2回、wash buffer IIで 3
回洗浄を行った。 
シーケンス用ライブラリーは Mondrian™ SP system と Ovation® SP+ Ultralow DR 
Multiplex Systemにて、2 ug の DNA から 11サイクルの PCR により作製した。その後 HiSeq 
2500にて 150 bp ペアエンドで配列を読み、解析は ENCODE ChIP-Seqと同様に行った。配
列データは DDBJ より入手可能（受入番号 DRA003999）である。 
 
TERRAの発現とヒストン修飾の相関解析 
相関係数 r と P 値はピアソン相関により計算した。負の無限大の値となることを
避けるため、二進対数へ変換する前に 0.1をすべての TERRAの発現とヒストン修飾の集積
度合に加えたうえで、ピアソン相関を計算した。 
 
 
研究結果：  
TERRA解析用リファレンスゲノムの作製 
TERRAの転写領域にはテロメアとサブテロメアが存在し、テロメアだけでなくサ
ブテロメア領域も複数の染色体に似た配列が存在している。そのため、通常の一意にマッ
プされた配列のみを使うという次世代シーケンサーのデータの解析手法はTERRA locusの
解析には不適切である。そこで、ヒトゲノム hg19 内の TelBam3.4 と似た配列を持った７
つの領域を Nでマスクし、さらに TelBam3.4の配列を加えた。これにより、TERRA locus
由来の配列は異なる染色体にランダムにマップされず、TelBam3.4 に一意にマッピングす
ることができる。ただし、この手法であっても TTAGGGリピートは反復配列なままである
ため、今回の実験では複数個所にマッピングされた配列を含めたデータと含めないデータ
の両方について調べた。 
 
高分解能での TERRA転写開始活性の測定 
TelBam3.4におけるTERRAプロモーターはCpGアイランドに存在することが明
らかになっているが、正確な TSSは不明だった。TERRAの TSSを正確に特定するために、
ENCODEの CAGEと RNA-Seqの解析を行った。CAGEは RNAのキャップを捕捉し、5’
末端の配列を読むことで正確な TSSと転写活性を調べる手法で、RNA-Seqはランダムに断
片化した cDNA の配列を読むことで転写されたエクソンの位置と転写活性を調べる手法で
ある。今回は CAGE と RNA-Seq の両方のデータが得られる 9 種の細胞のデータを解析し
た。ほとんどの細胞種で CpGアイランド内の 37 bpリピートから CAGEと RNA-Seqが生
じており、さらに K562細胞では RNAポリメラーゼ IIのシグナルも認められた。従って、
37 bpリピートに見られる CAGEタグが TERRAの TSSを示していると判断した。 
 
 
図 1 TERRA locusにおける転写とクロマチンの状態 
転写及びクロマチンの状態を示している（転写活性化マークを青、抑制マークを赤、非ヒストン
タンパク質を緑で示している）。CAGE と RNA-Seq は 9 種類の細胞のデータを混ぜたもので、
それ以外は K562細胞のみのデータである。複数の領域にマップされる配列も含めて表示してい
る。点線はそれぞれの領域の区切りを表している。 
 
TERRA locus には転写活性化マークが存在する 
次にK562細胞の TERRA locusでの 9種のヒストン修飾の局在を調べた。TERRA
プロモーターにおいて、転写活性化マークである H3K4me2 と H3K4me3 のシグナルとヘ
テロクロマチンマークである H3K9me3が認められた。さらに、TTAGGGリピートでは転
写活性化マークである H3K27ac や H3K9ac のシグナルが認められた。H3K4me3 と
H3K27acの結合は ChIP-qPCRと ChIP-Southern hybridizationによっても認められた。
次に、H3K27ac のシグナルは染色体内部の TTAGGG リピートを含む領域に由来していな
いかを検証した。現在のヒトゲノムの配列では染色体末端以外の TTAGGGリピートはいず
れも 100 bp以下である。従って、K562細胞でH3K27acの ChIP後の DNAを 150 bp読
み取り、150 bp以上のタンデム TTAGGG リピートを含む配列をテロメア由来と定義した。
その結果、H3K27acの ChIP-Seqの TTAGGGリピートを含む配列の 95%以上がテロメア
由来であった。これにより、TTAGGG リピートを含む H3K27ac のシグナルのほとんどが
テロメアより生じていると判断された。 
次に TERRA locus のヒストン修飾パターンを他の領域と比較した。比較対象とし
て、ユークロマチンのプロモーターと転写領域及び、転写することが知られているセント
ロメアのαサテライトとサテライトリピート IIIを調べた。ユークロマチンのプロモーター
と転写領域は転写活性に応じて高、中及び低発現の 3つへ分類した。ユークロマチンの高・
中発現プロモーターは H3K4me2、H3K4me3、H3K9ac、H3K27ac が存在するに対し、
TERRA プロモーターでは H3K4me2 と H3K4me3 が認められた。テロメア領域ではユー
クロマチンの転写領域やセントロメアとは異なり、H3K27acが認められた。以上のことか
ら、K562細胞では転写活性化マークが TERRA locus に存在していることが明らかとなっ
た。 
さらに他の 10 種の細胞についても同様の解析を行ったところ、3 種の細胞で有意
に H3K4me3 が TERRA プロモーターに集積していた。集積度合は様々だが、多くの細胞
のテロメア領域で H3K27ac が認められた。従って、全ての細胞において H3K4me3 や
H3K27acが TERRA locus に存在するわけではないということが明らかになった。 
 
 
図 2 ヒストン修飾の集積度合 
ヒストン修飾の集積度合を色で示しており、赤は集積していることを、青は集積していな
いことを示し、灰色は統計的に有意ではない(P > 0.05)サンプルを示している。遺伝子発現
活性は RNA-Seqにより高、中及び低発現に分類した。複数の領域にマップされた配列を含
んでいる。 
 
TERRAの発現は TERRA プロモーターと転写領域の転写活性化マークと相関する 
ヒストン修飾は遺伝子発現制御に重要な役割を担っており、発現レベルと相関す
る。そこで TERRA locusのヒストン修飾も TERRAの発現と相関するか調べた。まず、先
ほどと同じ 11種の細胞における TERRA の発現を RNA-Seqにより測定した。細胞種間で
転写レベルはばらつき、H1-hESCでは検出限界以下であった。 
次に TERRAの発現とヒストン修飾の相関関係を調べた。TERRAの発現との有意
な正の相関関係が TERRA プロモーターの H3K4me3 とテロメアの H3K27ac で見られ、
特に H3K4me3 は強い相関が認められた。一方で、H3K9me3 は TERRA の発現との相関
は認められなかった。この結果より、TERRA の発現にはプロモーターや転写領域の
H3K4me3や H3K27acなどの活性化マークが必要とされることが示唆された。 
 
 
図 3. TERRAとヒストン修飾の相関 
（A）RNA-Seqによって解析した TERRAの発現レベルであり、グラフの高さは
２回の反復実験での平均値を示している。(B-E) TERRA の発現とヒストン修飾の相関関係。
散布図は TERRAとプロモーターにおける H3K4me3(B)、TERRAとプロモーターにおけ
る H3K9me3(C)、TERRA とテロメアにおけるH3K27ac(D)、TERRAとテロメアにおける
H3K9me3(E)の関係を示している。  
 
 
討論： 
今回、転写活性化マークである H3K4me3 と H3K27ac がヘテロクロマチン領域
であるTERRA locusに存在することを発見した。ヒストン修飾のパターンは異なるものの、
テロメアに活性化マークが存在するという報告は出芽酵母やシロイヌナズナでされている。
テロメアのユークロマチン様の特徴は他にもあり、S期初期から複製が始まることやヒスト
ンバリアントH3.3が存在することなどがあげられる。 
通常、活性化マークと抑制マークは排他的に存在するが、ショウジョウバエのペ
リセントロメア内の活発に転写される遺伝子でも同様に活性化マークと抑制マークが混在
している。さらに、ショウジョウバエのヘテロクロマチンタンパク質HP1がヘテロクロマ
チン内の一部の遺伝子発現に必要であることが知られており、ヘテロクロマチンおける転
写はユークロマチンとは違った特殊な機構である可能性が考えられる。ただし、TERRA 
locusに存在する活性化マークと抑制マークが同じヌクレオソームに存在しているか、つま
り bivalent クロマチンであるかは不明である。特に注意しなければならないのは、今回の
手法では異なる染色体の異なる 7 つの領域を組み合わせて解析していることである。その
ため、すべての染色体末端が TERRAを転写しているわけではなく、TERRAを転写する染
色体末端では活性化マークのみ含み、転写しない染色体末端では抑制マークだけが存在す
る可能性が考えられる。特にテロメアはすべての染色体に存在し、正確にどの染色体に由
来しているのかを特定するのは困難である。 
今回、細胞種ごとに TERRA の発現レベルが異なっていることを示した。これは
TERRA の発現が発生によって制御されているという過去の報告と一致している。実際に、
TERRAの発現は細胞の状態、例えば細胞周期、発生段階、ガン等の病気によって変化する
ことが知られている。TERRA がクロマチンによってどのようにして制御されているかの更
なる理解により、病気や発生の理解につながると考えられる。 
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